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論　文　内　容　の　要　旨
〔目　的〕
線維芽細胞成長因子（FGF）は、分子量16000のポリペプチドで等電点が酸性のaFGFと塩
基性のbFGFがある。両者は、ほ乳類の脳に豊富に存在し、血管内皮細胞、グリア細胞、神
経細胞を含め種々の細胞に対し増殖促進ばかりでなく、栄養因子として作用を及ぼしている。
ラットにおける脳歴血や他の脳障害で、bFGFに関する研究は散見される。しかし、脳梗塞
におけるaFGFの関与については研究報告がなかった。本研究は、ラット脳梗塞モデルを用
い、aFGFの発現を時間経過を追って研究したものである。
〔方　法〕
35匹のウイスター系雄ラットを使用した。脳梗塞は、植野らの方法に従い左中大脳動脈を
外科的に閉塞して作製した。手術後1、3、5、7、14、30日目で各5匹を深麻酔下で開胸し、左
心室より連流脱血した後、4％パラホルムアルデヒド、0．2％ピクリン酸を含むリン酸緩衝液で
港流固定した。港流後、脳をすばやく取り出し、厚さ6mmの冠状断に切断し、同じ固定液
に1日間浸して後固定を行った。固定後、脳組織を15％ショ糖含有リン酸緩衝液に浸した後、
クリオスタットで20！Hnの切片を作製した。免疫組織化学法は、浮遊法を用いて行った。切
片の洗浄、免疫抗体の希釈は、0．3％トリトンⅩ－100含有リン酸緩衝液を使用した。さらに
0．5％過酸化水素水及び正常ヤギ血清で切片の前処理をおこなった。免疫組織化学は、浮遊切
片をaFGF抗血清、GFAP抗血清あるいはOX42モノクローナ）t／抗体と4℃で2－5日間反応さ
せた後A13C法で行った。
ウエスタンプロットでは、3匹のウイスター系雄ラットを使用した。深麻酔下で断頭後、取
り出した新鮮脳をホモジェネー下した。この上清を電気泳動し、標本をニトロセルロース膜
に移した。膜をaFGF抗血清と反応させた後、発色させた。
〔結　果〕
ウエスタンプロットで抗血清は、分子量16kDaのシングルバンドを示した。20〃g／mlの
aFGFでaFGF抗血清を吸収させた場合、この陽性帯は検出されなかった。
正常の脳でaI；GP陽性細胞は、脳室壁および脳弓下器官、終板器官といった脳室周囲器官
に認めた。
処置ラットの仝例で広範囲の皮質梗塞及びしばしば被殻尾部の梗塞を認めた。この様な病
巣を持った脳でaFGF様免疫反応は、視床下部の少数の神経細胞、壊死巣近傍で円形のおそ
らく非神経細胞および脳室周囲器官の細胞に観察された。1日目では㌦GF様免疫反応は、視
床下部の脳室周辺のいくつかの神経細胞、脳室壁の上衣細胞及び脳室周囲器官のいくつかの
細胞に認めたが、脳梗塞巣近傍では認めなかった。3日巨＝こaFGF陽性の円形細胞が梗塞巣周
囲に出現し、7日目まで認められたが、14、30日目では検出されなかった。視床下部のaFGP
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陽性細胞は、1－14日目までは強く染色されたが、30日目では弱く染色された。中大脳動脈閉
塞後24時間の視床下部神経細胞におけるaPGFは、皮質、線条体を含んだ梗塞脳で検出され
た。中大脳動脈閉塞3日後の連続切片で観察すると㌦GF陽性円形細胞は、壊死脛に隣接した
領域に限局しているが、そこにはGFAP陽性星状細胞は存在しなかった。0Ⅹ42モノクローナ
ル抗体で染色される円形のマクロファージは、壊死脛近傍に限局していた。
〔考　察〕
ラットの中大脳動脈閉塞で作製された皮質梗塞脳において、強いaPGF様免疫反応が、視
床下部の脳室周辺のいくつかの神経細胞と梗塞巣周辺の多くのマクロファージで認められた。
神経細胞では陽性反応が処置後24時間から30日まで、マクロファージでは3日から7日まで、
出現した。マクロファージ出現の期間は、脳梗塞後の強いグリオーシスの時期と一致してお
り、甜GFが脳梗塞後の治癒過程に重要な役割を果たしていることが示唆された。
ラット脳梗塞モデルでもう一つ興味あることは、aFGFがいくつかの視床下部神経細胞に
認められることである。これらの陽性神経細胞は、脳梗塞巣側ばかりでなく対側にも認めら
れ、ほとんどが第3脳室の近傍に存在した。脳室内に注入したがGFが、視床下部神経細胞に
取り込まれる報告もあり、神姪細胞内のaFGFは、脳脊髄液より入ってくる可能性が示唆さ
れた。また、正常ラット脳で脳室周囲ではないが、いくつかの視床下部神経細胞が高いaFGF
を表出するという報告もあり、皮質梗塞に反応して正GFが視床下部神経細胞で合成される
可能性もある。この問題を解決するにはin situハイブリダイゼーションなどによって解析す
ることが望まれる。
〔結　語〕
ラット中大脳動脈閉塞による脳梗塞モデルで、甜GFが梗塞巣周囲のマクロファージおよび
いくつかの視床下部神経細胞に出現することが明らかになった。
論文審査の結果の要旨
線維芽細胞成長因子（FGP）には等電点が酸性のがGFと塩基性のbFGFがある。いずれの
FGFも中胚葉由来の線維芽細胞のみならず外胚葉由来の神経細胞などに対し増殖促進さらに
は栄養因子としての作用を及ぼすことが明かになりつつある。ラット脳とくに脳虚血など脳
損傷モデルにおける研究はbFGFの動態に関するものが主体であったが、がGP発現と脳梗塞
との関連性を調べた研究は末だなかった。本研究は、正常ラット脳におけるaFGFの細胞局
在を調べ、次いでヒト脳の梗塞やアルツハイマー病剖検例における発現を追求してきた一連
の研究課題の一つとして、中大脳動脈閉塞によるラット脳梗塞モデルにおけるaFGF発現様
式について免疫組織化学的に詳細な検索を行ったものである。その結果、
1）脳梗塞作成から24時間後、梗塞によって惹起されたがGF陽性反応は、少数の視床下部ニ
ューロンに認められたが、梗塞巣の近傍では認められなかった。
2）梗塞作成から3日目になって、aFGF陽性反応は梗塞壊死巣のごく近傍に分布する円形の
マクロファージ様細胞に認められるようになり、7日＿目まで同様な陽性細胞が観察された
が、術後14日目および30日目では検出できなかった。
3）視床下部のaFGF含有ニューロンは、術後1日目から14日目に至るまで強陽性に染色され
たが、30日目ではその染色性は非常に減弱した。
4）術後3日目の脳について、壊死巣を含む連続切片で検討したところ、aFGP陽性の円形細
胞は星状細胞のマーカーでは染まらなかったが、活性化ミクログリアやマクロファージの
マーカーで陽性に染色された。
脳梗塞によって惹起されるaFGFが、脳の変性と修復の過程において、限定された一部のニ
ューロンおよび食細胞系に発現し、しかも動的な変動を示すことから、㌦GFは脳梗塞の病態
に深く係わるものと結論づけられた。今後、aFGFのmRNA発現の詳細や、その標的細胞を
解明することにより、脳梗塞の変化を分子レベルで理解するにあたり、本研究は革要な基礎的
知見を与えたものと考えられ、博士（医学）の学位論文として価値のあるものと認められた。
ー46－
